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heparin or heparin components with molecular weights of 2000-50000 is 
soluble in an az . -ethanolic medium with a titre of 55~€1 degrees GL; 



tends to insolubility in an aq-ethanolic medium with higher alcohol 
content; is insol. in pure alcohol; and has a ratio of Yin-Nessler 
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The new fraction has an anticoagulant effect, but it is more 
selective than heparin in that it acts on a smaller number of 
coagulation factors (esp. activated factor X), so the risk of 
hypercoagulability is reduced and the need for patient monitoring is 
minimised. 
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L ! invention est relative a une fraction mucopolysaccha- 
ridique dou§e de propriites biologiques, lui permettant notamment 
de jouer un role regulateur vis-&-vis de la coagulation sanguine. 
Une teiJle fraction peut notamment etre pbtenue & partir de pripa- 
5 rations d'h§parine, telles qu'extraites de tissus de mammiferes. 

On sait que l 1 Sparine est sans doute a ce jour l'un des 
plus importants medicaments anticoagulants - sinon le plus impor- 
tant - dont dispose le clinicien. Elle est en effet capable d'in- 
tervenir & plusieurs niveaux dans les cascades de reactions enzy- 

10 matiques successives, qui sont normalement mises en jeu au cours 
de l f h€mostase physiologique, dans toute situation susceptible 
d'entrainer une hypercoagulability du sang. Elle est plus parti- 
culiSrement capable de deprimer simultanSment un grand nombre des 
facteurs de la coagulation intervenant dans la creation et le 

15 maintien des diff§rentes formes d' hyper coagulability. 

On rappellera ci-apr§s, dans les limites de ce qui est 
necessaire pour la clarte de 1'exposS, quelques unes des notions 
de base, et volontairement simplifies, relatives la coagulation. 
Le processus de coagulation comprend en effet trois phases ggn§- 

20 ralement dgcrites comme successives, meme si elles sont itroite- 
ment intriquSes : 

- la thromboplastinoformation, phase de formation de prothrombi- 
nase (ou thromboplaBtine active), 

- la thrombino formation, phase qui peut se risumerS la transfor- 
25 mation de la prothrombine en thrombine sous l f influence de la 

prothrombin ase en presence de calcium ionise* et enfin 
-la fibrinoformation, phase au cours de laquelle le fibrogSne 
sanguin est, sous l f effet de la thrombine, transform** en 
fibrine, protSine qui tend it devenir insoluble. 
30 La formation de prothrombinase se fait, au cours de 

l'gtape de thromboplastinoformation essentiellement selon deux 
voies different es : la voie intrinsSque ou endogene, et la voie 
extrinsdque ou exogSne, lesquelles aboutissent h la formation 
de prothrombinases d'origines respectivement plasmatique 
35 et tissulaire, toutes deux susceptibles d'activer la prothrom- 
bine en thrombine active. 

La voie (ou syst&me) intrinsdque ou endogene fait inter- 
venir un grand nombre de facteurs ou proenzymes plasmatiques sus- 
ceptibles d'etre successivement actives (facteurs XII, XI, IX, 
HO VIII et X), oil chaque produit active* (facteurs Xlla, XIa, IXa, 
Villa et Xa) agit comme une enzyme capable d'activer la pro- 
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enzyme suivante,le facteur X active (Xa) intervenant alors, notamment 
par reaction avec le facteur V et un phospholipids d'origine 
plaquettaire, dans la production de prothrombinase plasmatique en- 
dog&ne active. Le systdme extrinseque ou exogSne, qui peut notam- 
5 ment se trouver sous la dgpendance directe d'une l§sion tissulaire, 
fait appel 5 un nombre plus limits de facteurs et comporte notam- 
ment la production de thromboplastins tissulaire qui, en combinaison 
avec le facteur VII, peut, tout comme le facteur Villa, transformer 
le facteur X inactif en facteur Xa . "La sequence d» activation 

10 de la prothrombine en thrombine est ensuite sensiblement la meme 
que pour le systdme intrinsSque, mais le phospholipide est ici 
d'origine tissulaire et non plasmatique. 

On peut done, S la limite, exprimer l'idge que les deux 
voies, intrins£que et extrinseque, se rejoignent au niveau de l'ac- 
15 tivation du facteur X (aussi appelg facteur Stuart), les deux 
phases suivantes de la coagulation - thrombinoformation et fibrino- 
formation - ne donhant alors plus lieu S une distinction entre 
voies intrins&que et extrinseque. 

L f about issement du processus de coagulation consiste dans 
20 la formation d'un caillot de fibrine insoluble, desting notamment - 
a colmater la lesion & l.'origine du dSclenchement de ce processus, 
par exemple au niveau d f un vaisseau sanguin. 

Ces processus de coagulation font normalement place 
ensuite & un processus, d§nomm§ fibrinolyse, destin§ §1 produire la 
25 lyse du caillot, notamment sous 1'effet de la plasmine, enzyme 
qui n'existe normalement dans le sang circulant que sous la forme 
d'un prScurseur inactif ; le plasminogdne, la fibrine elle-meme 
constituant nSanraoins l f un des facteurs susceptibles de dSclencher 
la transformation du plasminog&ne inactif en plasmine fibrinolyti- 
30 quement active. 

En fait, bien que l f on ait, dans ce qui prgcSde, prSsentg 
les systemes de coagulation et de fibrinolyse comme deux processus 
se produisant successivement dans le temps, il n'en est pas norma- 
lement tou jours ainsi dans la rSalitg. En fait, il s'agit de mSca- 
35 nismes equilibr§s, selon des processus extremement complexes, 
sous la dependance de facteurs activateurs et inhibiteurs harmo- 
nieusement opposes. Le d§s£quilibrage de ces mgcanismes, dans le 
sens d'une hypercoagulability, est alors susceptible d'entrainer 
des thromboses. A l'oppos§, un d§sequilibre dans le sens d'une 
HO hypocoagulabilite, expose l T hote a des risques hemorragiques. 
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C'est evidemment pour pallier les effets d'hypercoagula- ' 
bilite" que l'on a couramment recours aux puissantes propriety 
anticoagulantes de I'heparine, en vue de ramener le mecanisme 
coagulation-fibrinolyse a I'equilibre, chaque fois que celui-ci 
subit une perturbation importante, par exemple a l'occasion 
d T une intervention chirurgicale sur l'hote. II est cependant bien 
connu que ces tentatives de re"§quilibrage sont extremement deli- 
cates et que, en consequence, 1 'administration de doses trop 
elevees de medicament anticoagulant - ou 1 f insuff isante selecti- 
vity de celui-ci - dans le but de prevenir les risques d' hyper- 
coagulation, par exemple l f apparition de thromboses post- 
chirurgicales, peut finalement etre I l'origine d 1 hemorragies 
graves : d'ou la n^cessite* d'une surveillance constante des pa- 
tients traites et des ajustements necessaires des doses adminis- 
tr§es - en continu ou en discontinu - en fonction des r^sultats 
de tests, notamment de coagulability globale, comme le temps de 
Howell, qui doivent etre pratiques a intervalles reguliers. 

L' invention a done pour but de fournir des principes 
actifs de medicaments (et les medicaments eux-memes) qui per- 
mettent de remedier au moins en partie £ ces difficultds, notam- 
ment qui soient capables de permettre un r§gquilibrage eventuel 
et/ou un controle plus ais£, au prix d'une moindre surveillance 
clinique du systdme coagulation-fibrinolyse chez des patients 
affectSs d'une pathologie de la coagulation ou ayant subi un trai- 
tement, tel qu'une intervention chirurgicale, qui les exposent 
a des risques d f hypercoagulability. 

L T invention concerne plus particulierement une fraction 
mucopolysaccharidique exergant un effet regulateur § l'egard de 
la coagulation, notamment dans le sens d'un retard £ la coagula- 
tion, cependant par la mise en jeu d' actions inhibitrices plus 
selectives que celles de l'heparine, £ l'egard d'un nombre plus 
r§duit de facteurs de coagulation, plus particulierement & 
l'^gard du facteur X active" . 

L 1 invention est done relative si une fraction mucopolysac- 
charidique susceptible d'etre obtenue a partir de l'heparine ou 
de fractions comportant des constituants hepariniques de poids 
mol§culaires s.'Stageant notamment d'environ 2.000 a 50.000, 
tels qu'obtenus par extraction & partir de tissus de mammiferes, 
cette fraction etant caracteris^e en ce qu'elle est soluble dans 
un milieu hydro-alcoolique (eau-ethanol) ayant un titre de 
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55-61° GL, en ce qu'elle tend 5 1 'insolubilite dans un milieu 
eau-ethanol ayant une teneur en alcool plus §levee, en ce qu'elle 
est insoluble dans 1 'alcool pur, et en ce qu'elle pr§sente un 
titre Yin-Wessler et un titre USP qui sont respect ivement dans 
5 un rapport au moins egal a 2, notamment d ? au moins 3» de prefe- 
rence superieur S 6. 

Ces fractions mucopolysaccharidiques donnent lieu. 3 
des fractionnements supplementaires, permettant l'obtention de 
fractions mucopolysaccharidiques de haute activite spScifique, 
10 au niveau du titre Yin-Wessler et prSsentant des rapports du 
titre Yin-Wessler au titre USP depassant 10, voire 16. 

Le titre de Yin-Wessler est mesure" selon la technique 
de ces auteurs qui est d§crite dans "J. Lab. Clin. Med.", 1976, 
81, 298-300. 

15 De meme, le titre USP, qui mesure, de fagon en soi 

connue, une intensity de coagulation globale dans des conditions 
bien determinees, est bien connu. Pour memoire, il a ete* mis en 
oeuvre de la fagon d§crite dans la Pharniacop€e des Etats-Unis 
XIX, pp. 229-230 (voir aussi le Second Supplement USP-NP, p. 62, 

20 et le Quatrieme Supplement USP-NP, page 90, respectivement inti- 
tules "Drug Substances and Dosage Forms" (substances midicamen- 
teuses et modes de dosage)). 

L' invention fournit un principe actif particulidreraent 
int^ressant par la capacity qu'il a d f inhiber le facteur Xa de 

25 fagon qui peut etre tres selective, capacity qui contraste avec 
son activite sur la coagulation globale, laquelle peut etre 
maintenue 5 un niveau trSs faible. 

Cette fraction mucopolysaccharidique constitue done 
un principe actif de medicament anticoagulant particulidrement 

30 avantageux, dans la mesure oO l'on peut £ ce jour admettre que 

l'inhibition pref erentielle d*un facteur active, intervenant 3 un 
stade plus proche de la thrombino format ion, pratiquement en aval 
et & 1 1 intersection desdites voies intrinsdque et extrinsSque, est 
susceptible d 'assurer une protection contre les risques d'hypercoa- 
gulabilitg, iquivalente § celle procuree par l'heparine couramment 
utilisee en th§rapeutique, sans cependant, en raison de cette sSlec- 
tivit§ d 1 action, entrainer les memes risques h§morragiques que 
ceux de l'heparine classique. Celle-ci est en effet apte 3 inhiber 
non seulement le facteur Xa, mais egalement d f autres facteurs in- 
40 tervenant tant en amont qu'en aval de celui-ci, 3 d'autres stades des voies de 
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coagulation, par exemple le facteur Ha. On conQoit que le rggquili- 
brage in vivo du systeme de coagulation et de fibrinolyse, lors- 
que celui-ci tend I se dgsgquilibrer sous I'effet d'une cause 
pathologique ou d T une intervention extgrieure, par exemple chirur- 
gicale, soit plus facile & rgaliser avec un mgdicament agissant 
sglectivement sur un facteur spicifique, le facteur X, plus 

particuli&rement au niveau de I 1 inhibition du facteur Xa, qu'avec 
un mgdicament susceptible d'agir de fa$on non diffgrenciee sur 
plusieurs facteurs de coagulation £ la fois. 

L 'invention concerne ggalement un procgdg pour obtenir 
une telle fraction mucopolysaceharidique, ce procgdg etant carac- 
tgrisS par : 

- la mise en suspension dans un milieu hydro-alcoolique du type 
eau-gthanol, ayant un titre compris entre environ 55 et environ 
61° GL, de prgfgrence de 1'ordre de 58° GL, d'une matiSre £ 
base d'heparine ou de const ituants hepariniques dont les poids 
molgculaires s'gtagent notamment de 2.000 a 50.000, cette ma- 
tiere ayant une teneur rgduite en sels mingraux, de prgfgrence 
infgrieure II K en poids, 

- la separation de la fraction insoluble et la rgcupgration de la 
solution contenant la fraction mucopolysaccharidique dissoute, 
dont elle peut K son tour etre sgparge, notamment par precipita- 
tion alcoolique, £ partir du susdit milieu hydro-alcoolique. 

La matiSre premiere, 5 partir de laquelle le mucopoly- 
saccharide selon 1« invention peut etre extrait, peut etre cons- 
tituee par une hgparine de qualitg pharmaceutique classique, 
injectable, ou par une hgparine brute telle qu'elle est obtenue 
I l'issue des opgrations d'extraction de ce principe actif £ 
partir de tissus ou d'organes de mammiferes, notamment de mucus 
d'intestins ou de poumons, par exemple de pore ou de boeuf. Elle 
peut encore etre constituge par les fractions qui sont normale- 
ment Parties (produits de rejet) lors de la purification d'une 
telle Sparine brute, en vue de l'obtention d'une Sparine de 
qualitg injectable et d'activitg spgeifique plus elevSe, & con- 
dition bien entendu que les produits de rejet de moindre activity 
spgeifique contiennent encore des constituants hepariniques . 

II est alors possible, a partir de matieres premieres 
de ce type, sensiblement exemptes de protgines, d'acides nuclgi- 
ques et de sels mineraux, de prgfgrence lorsque des teneurs pon- 
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derales de ces derniers sont inferieures & 1 %, d'obtenir par 
extraction a l'alcool 55-6l°GL une fraction mucopolysaccharide 
contenant des constituants de faibles poids moleculaires, dont 
les titres Yin-Wessler et USP sont dans un rapport d- environ 2 a 

environ 5, notamment de 3 a 5. 

On peut remarquer qu'en utilisant des melanges eau- 
ethanol ayant plus de 61° GL, le rendement d' extraction 
devient pratiquement nul. Au contraire, 1'utilisation de milieux 
hydro-alcoolique de titre inferieur & 55° GL entraine la 
stabilisation de constituants dont la presence conduit a une re- 
duction du rapport des titres Yin-Wessler/USP. 

II est a remarquer que l'on peut proceder a des frac- 
tionnements supplemental^ de la fraction mucopolysaccharidique 
obtenue a 1- issue du procede sus-decrit, par diverses techniques, 
telles que gel-filtration ou encore precipitation selective dans 
un milieu hydro-alcoolique de titre determine, en prisence de 
proportions egalement determines d'un sel mineral, tel que le 

chlorure de sodium. 

Un fractionnement supplement aire peut etre obtenu par une 
Stape supplemental appliquee a ladite fraction mucopolysaccha- 
ridique, prealablement remise en solution dans l'eau, etape qui 
consiste a ajouter a cette solution aqueuse de 1 a 2 volumes 
d'ethanol et de 10 a 100 g/1 dechlorure de sodium et a recueillir, 
d'une part, le precipite forme egalement actif et, d-autre part, 
le contenu restant dissous dans le surnageant, "otamment par 
une nouvelle precipitation alcoolique, et qui '^""^J^ 
duit de fractionnement dont les titres Yin-Wessler et USP respec 
tivement sont dans un rapport encore plus eleve que celui rela- 
tif a la fraction initiale, notamment pas sent d« une valeur de 
1'ordre de 3 a une valeur de l'ordre de 6 a 8. 

Des fractions mucopolysaccharidiques ayant un rapport 
de titres Yin-Wessler/USP plus Sieve peuvent aussi etre obtenues 
par gel-filtration t partir des fractions de premiere extraction 
par le milieu hydro-alcoolique 55-6l°GL, apres. remise «n solu- 
tion prealable dans un solvant aqueux, telle qu'une solution 
NaCl 0,5 M ; tris-HCl 0,1 M ; P H 7,5- Une telle solution 
peut etre passee sur un gel de polyacrylamide et d'agarose, sous 
forme de perles, sous la designation commercial ULTR0GEL AcA 44 
dont la zone de fractionnement effectif se situe entre des poids 
moleculaires effectif s de 4.000 a 60.000 (pour les molecules 
lineaires) . 
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D»es fractions mucopolysaccharidiques de I 1 invention, qui 
ont un rapport de titres Yin-Wessler/USP plus e*lev§, sont celles 
qui passent apres elution d f un volume de 2,5 litres, volume mort 
non compris (le volume mort Stant le volume de liquide que peut 
5 contenir la colonne de gel, notamment dans les espaces interstitiels 
entre grains de gel), lorsque la gel-filtration est conduite, sous 
un debit de 200 ml/heure, dans une colonne ayant un diametre de 
100 mm et une hauteur de 1 m et lorsque la Concentration en muco- 
polysaccharide et le volume de la solution plac#e sur la colonne ont 
10 et6 respectivement de 50 mg/ml et 37,5 ml. Les fractions les plus 
actives sont alors contenues dans les 1,5 litres qui passent ensuite. 

Le contenu des premiers 2,5 litres est en grande partie 
formS d r h§parane-sulfates ou heparitine-sulfates, produits de poids 
moleculaires elev§s et de forte viscosit§, qui n'ont pas d'activitS 

15 anticoagulante . 

Le passage d'une colonne & une autre colonne de meme lon- 
gueur mais de section differente suppose la modification du volume 
de solution (de meme concentration) I placer sur l 7 autre colonne, 
vis-S-vis du volume plac§ sur la pr6c£dente colonne, dans un rap- 
port §gal au carreVde celui des sections (ou diam^tres) de ces 
colonnes, pour que les memes fractions soient obtenues dans un vo- 
lume dilution de I'autre colonne se trouvant lui aussi dans un rap- 
port avec le volume d 'elution correspondant de la pr€cedente colonne 
sensiblement 6gal au carr§ du rapport desdites sections. 

25 Les gel-filtrations de ce type presentent ggalement l'avan- 

tage supplSmentaire - outre celui qui reside dans l f obtention de 
fractions dans lesquelles le rapport des titres Yin-Wessler est 
plus favorable - de fournir des produits dont les solutions ont une 
viscosite trds r^duite. 

30 A cet 6gard, il convient de remarquer aussi, que le proce- 

de selon I 1 invention d 9 extraction des fractions mucopolysacchari- 
diques au moyen d'une solution d'alcool 55-61° GL, de preference 
58°GL, & partir d'une hiparine commerciale ou purifi€e, notamment 
de quality injectable, mais contenant tou jours encore des propor- 

35 tions notables d'hSparane-sulfates ou des produits analogues & poids 
moleculaires Aleves, constitue en soi aussi un proc§de" permettant 
la reduction dans des proportions importantes de la viscosity des 
solutions aqueuses, qui peuvent ensuite etre formees & partir de 
ces heparines, alors essentiellement exemptes de ces fractions 

40 mucopolysaccharidiques . 

Cette reduction de viscosite pr^sente un avantage certain, 
eu 6gard I 1' application ultSrieure de telles hSparines en thera- 
peutique anticoagulante, par* injection parent erale, notamment sous-cutanee. 

A partir des fractions ayant des rapports de titres 
H 5 Yin-Wessler/USP de l'ordre de 6 S 8, il est possible d'obtenir, 
par des fractionnements supplement aires, notamment par gel- 
filtration ou analogue, des fractions mucopolysaccharidiques ca- 
racterisees par des rapports de titres Yin-Wessler/USP excSdant 
10, notamment de l'ordre de 13-16, et ayant des titres Yin- " 
50 Wessler superieurs & 130, notamment de 135-160 unites/mg. 
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II est entendu que les indications de poidsHmol§culaires~ 
qui pr§cddent (et qui suivent, notamment dans les exemples) de- 
coulent des mesures de temps de retention de solutions ayant une 
teneur determinee de matiere etudiee, dans des experiences de 
5 gel -permeation 5 travers une colonne de gel, dans des conditions 
d'elution egalement d§termin£es,les logarithmes de ces indications de 
poids moleculaire etant dans la mesne relation de proportionnalite vis-a-vis 
des temps de retention mesuris susdits, que le sont ceux des poids mo- 
leculaires de 4.000, 6.500, 16.000 et 31.000 respectivement , de 

10 polystyrene j- sulfonates de sodium etalons, notamment ceux commer- 
cialisms par la societe dite CHR0MPACK (Orsay-les-Ulis, Prance), 
vis-£-vis de leurs temps de retention respectifs, mesurSs dans 
un systeme et sous des conditions de gel-permeation identiques. 

Dans la mesure oQ les fractions trait£es, quel que 

15 soit le degre de purification atteint, se trouvent I 1'etat de sels 
d f un metal physiologiquement acceptable, tel que le sodium, elles 
peuvent ensuite etre transformers en des sels mixtes ou simples 
contenant un autre metal physiologiquement acceptable, tel que le 
calcium, par tout proc§de applicable aux sels 

20 d'h^parine. Avantageusement, on pourra avoir recours au procede 
d§crit dans le brevet frangais n° 73 13580 depose le 13 avril 
1973 au nom de la demanderesse. On rappelle que ce procede con- 
siste essentiellement, partant par exemple d f un sel de sodium 
d*h§parine, 2 mettre celui-ci en contact avec un sel different 

25 d f un autre metal physiologiquement acceptable, par exemple le 
chlorure de calcium, au sein d'une solution,*! proc^der ensuite 
a la separation des ions metalliques non lies a l'heparine (par 
exemple par precipitation alcoolique ou dialyse) et, dans la 
mesure oti le taux de substitution atteint n f est pas suffisant, a 

30 remettre en contact, au sein d'une solution, le sel mixte d f h§pa- 
rine obtenu au terme du premier contact, avec une nouvelle dose 
de 1 'autre sel, notamment du chlorure de calcium, selon le taux 
de substitution final desire. 

D'autres caract§ristiques de l f invention apparaitront 

55 encore au cours de la description qui suit d' exemples pr§f§re*s 
de mise en oeuvre de 1 'invention, notamment en rapport avec les 
dessins dans lesquels : 
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- la fig. 1 est representative d'un diagramme dilution caracte- 
ristique d'une fraction mucopolysaccharidique pr€f€ree, conforme 
a 1* invention, 

- les fig. 2 a 7 font apparaxtre des propriety biologiques compa- 
5 r€es de fractions mucopolysaccharidiques conformes £ 1 'invention 

et d'une h&parine class'ique i activit§ anticoagulante ilevee 
(en titre USP). 
EXEMPLE I : 

La matiere premiere est constitute par 100 g d f une hSpa- 
rine injectable ayant un titre de 170 Ul/mg (unites USP) . 
10 On.ajoute & ces 100 g d'hSparine 2.500 ml d'aloool 58°GL. 

AprSs une agitation violente pendant 15 minutes, l 1 agitation forte 
est maintenue pendant 15 heures. On centrifuge ensiiite H 7.000 tours 
par minute pendant 1 heure et l'on ricupdre le surnageant : 
2.1*00 ml. 

15 On ajoute ensuite S ce surnageant 80 ml de solution 

saturie de chlorure de sodium, puis 2.400 ml d f alcool 100°GL. 

Le prbduit prgcipitS est r€cupgr€, lav§ H l'alcool et 
s§ch6. II pdse 2,1 g. Ses caractSristiques sont les suivantes : 

- titre USP : 115 Ul/mg, 
20 - titre anti-Xa : 160 Ul/mg. 

Le rapport anti-Xa/USP est done de 3,55. 

EXEMPLE II : 

La matidre premidre utilisee provient de sous-fractions 
telles qu'elles sont obtenues & l f occasion de la purification d'une 

25 h§parine du commerce, en vue de la production d'une heparine injec- 
table. Elle provient notamment en partie du surnageant obtenu par 
addition de 0,6 3 0,7 volume d'alcool 100°GL it une solution aqueuse 
de 1'heparine contenant 10 a 20 g par litre de chlorure de sodium, 
l f h§parine purifi^e precipitie etant alors recupirge en vue de 

30 purifications. La matiSre premidre ici retenue contient egalement 
divers risidus de purification de I'heparine, notamment ceux obte- 
nus & 1 'occasion des precipitations alocooliques, en vue de d€bar- 
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rasser l'heparine injectable des traces de sels mineraux. 

On ajoute I 10 kg de cette matiSre premiere 30 volumes 
d'alcool 58»GL (300 litres). On soumet la suspension a une disper- 
sion et agitation violentes pendant 15 minutes, 1 'agitation etant 
5 encore maintenue de facon energique pendant 12 heures. On laisse 
ensuite reposer pendant 48 heures, afin d'obtenir une decantation 
de la matiere premiere non solubilisee. Le surnageant legerement 
trouble est alors repris et clarifie par centrifugation. 

On ajoute au surnageant (volume de 280 litres) 10 litres 
10 d'une solution saturSe de chlorure de sodium, puis 1 volume 

(280 litres d'alcool) 100<>0L. le precipite obtenu, qui contient la 
fraction mucopolysaccharidique, est lave a l'alcool 100° QL, puis 
seche. 

On obtient 660 g d'une fraction dont les titres Yin- 
15 Wessler et USP, respectivement, sont deja dans un rapport supe- 

rieur a 2 (fraction P194HH,.,). 

(A)' 

On procede encore a un fractionnement supplemental de 
cette fraction, en dissolvant les 660 g dans 13.200 ml d'eau. 

On ajoute a la solution formee 264 g de chlorure de so- 
20 dium, puis 1,5 volumes d'alcool 100°GL (19,8 litres). Le produit 
precipite est recueilli, lave ft l'alcool, puis seche. On obtient 
640 g de la fraction P194HH (C) ayant les caracterisques suivantes : 

- titre USP : 31 ui/mg, 

- titre Yin-Wessler : 100 Ui/mg. 

25 Le surnageant contient egalement des fractions mucopoly- 

saccharidiques actives (leur recupgration est dgcrite a l'exemple 
IV). 

La fraction Pl94HP Xc) contient encore une quantite relati- 
vement importante de substances de hauts poids moleculaires en ma- 
30 jeure partie d'heparitine -sulfates, sans activity anticoagulante, 
aussi bien dans le test USP que dans le test de Yin-Wessler. 

Apres redissolution dans un tampon NaCl 0,5 M, fris-HCl 
0,1 M, pH 7,5, a raison de 50 mg/ml, on procede 1 une gel-filtration de 
volumes de 150 ml de la solution sur Ac A4 4 , en colonne de diametre 215 mm, 
35 de hauteur 1 metre, sous un debit de 800 ml/heure. Les substances 
de poids moleculaire eleve, dont la majeure partie des heparitine - 
sulfates passent avec les .10 premiers litres de solution eluee, 
volume mort non compris. 

Une fraction mucopolysaccharidique a titre Yin-Wessler 
40 plus eleve , a rapport de titres Yin-Wessler/USP de l'ordre de 4 
a 8,peut etre obtenue I partir des 6 litres suivants d'eluat. 
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EXEMPLE III : 

Cet exemple de"crit une variante de traitement de la 
fraction P194HH (C) de 1 'exemple II. Redissoute dans du tampon 
NaCl 0,5 M, tris-HCl 0,1 M, pH 7,5, £t raison de 50 mg/ml, elle 
5 est soumise £ une gel-filtration sur ULTROGEL AcA 44, en colonne 
de diametre 10 cm, hauteur 100 cm. Le debit dilution est de 
200 ml/heure. 

L'eluat est recueilli en fraction de 50 ml. La teneur 
en mucopolysaccharides de chaque fraction est evalu§e de la 

10 maniere suivante : si 1 ml de la fraction sont ajoutes 2 ml 

d'alcool 100° GL. AprSs 2 minutes de repos, la turbidite" du me- 
lange est mesur§e il 660 nanometres, au spectrophotometre 
(mesures de densit^s optiques). Cette turbidite est directement 
proportionnelle & la teneur en mucopolysaccharides de la solution 

15 testae. 

On recueille la fraction CIO, contenue dans le dernier 
tiers du quatridme litre d f eluat, volume mort non compris. Le 
rapport des titres Yin-Wessler/USP de la fraction CIO est de 50/6. 

20 EXEMPLE IV : 

Le surnageant final de l f exemple II est lui-meme addi- 
tionne* de 19,8 litres d'alcool 100°GL et la suspension formee 
laissee au repos pendant 24 heures. 

Le precipiti formi est recueilli, lave at l'alcool 
25 100°GL et s§che. On obtient 6 g d'une fraction dite P194HH^ p) 
ayant les caractiristiques suivantes : 

- titre U5P : 7 Ul/mg, 

- titre Yin-Wessler : k6 Ul/mg. 

30 EXEMPLE V : 

La fraction P194HHj p j est 5 noaveau dissoute dans 
un tampon de tris-HCl 0,05 M, pH 7,5, NaCl 30 g/1, a raison de 
50 mg/ml. 

La solution est soumise 5 une gel-filtration sur une 
35 colonne d 1 ULTROGEL AcA 44 (Pharmacia K 100/100, volume : 7 litres; 
hauteur 100 cm ; diametre : 10 cm) sous un debit de 
200 ml/heure. 

Le diagramme d'elution obtenu est sh^matiquement in- 
dique a la fig. 1, representative des variations de la teneur en 
40 matidre (densite optique DO mesuree 2. 660 nanometres) en fonction 
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du volume elue, en litres (1). 

On recueille, apres passage d'un volume de liquide cor- 
respondant au volume mort de la colonne, les fractions successives 
K, J, I, G, F, E, D, C, B et A, dont les volumes sont indiquSs par 
5 les longueurs des segments d'abscisse correspondants de la fig. 1. 

Chacune de ces fractions possede les caracteristiques 
analytiques qui figurent dans le tableau ci-apres. 
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TABLEAU I 

Caracteristiques des fractions obtenues 



30 



N° fraction \ * oi * 3 
\ (mg) 



A 
B 
C 
D 
E 
F 
C 
H 
I 
J 
K 



1 

I 120 



120 
250 
150 
300 
400 



! 300 

! 

: 200 
i 

I 50 

200 

j 3500 
i 



Titre USP 
(UI) 



3,7 
4,5 
6 
9 
9 
11 

n,5 

13 
13 

7 

0 



Titre aati-Xa 
(UI) 



44,4 

72 

54 
135 
144 
143 
161 
143 

91 

14 

0 



Rapport 



anti-Xa 
USP 



12 
16 
9 
15 
16 
13 
14 
11 
7 
2 

/ 



On constate que les fractions peuvent etre groupies en 
quatre types : 

a) Les fractions A, B, C, dont les volumes dilution cor- 
55 respondent, dans le protocole operatoire sus-decrit, essentielle- 
ment au quatridme litre elue, dont les titres USP sont inferieur.s 
a 10 et les titres Yin-Wessler inf§rieurs S 80 ; leurs poids mole- 
culaires sont au plus de l'ordre de *J.000 ; 
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b) Les fractions D, E, F, G, H, dont les titres USP 
sont inferieurs a 10 et les titres Yin-Wessler tres §lev§s : 

135 S 161 .unites ; ces fractions prgsentent aussi les rapports de 
titres Yin-Wessler/USP les plus favorables, de 13 & 16 ; elles 
5 sont essentiellement contenues dans le troisieme litre d ! Sluat ; 
leurs poids mol^culaires sont de I'ordre de 4.000 S 10.000, no- 
tamment de 4.000 i. 8.000 ; 

c) Les fractions I et J, dont les rapports de titres 
Yin-Wessler/USP tendent 5 devenir dSfavorables, et qui sont pro- 

10 bablement d§j& contamineEes par la fraction K ci-apres et 

d) la fraction K, contenant encore essentiellement des 
h£parane - sulfates dSpourvus d'activitS anticoagulante 

On a rapports dans le tableau II les poids moleculaires 
de certaines des fractions estim§es d'apres les temps dfe rSten- 

15 tion mesur§s en gel -permeation, par rifirence 5 ceux des susdits 
polystyrlhe-sulfonates de poids moleculaires connus. La fraction 
P se caractSrise par un pic principal correspondant I un temps de 
retention de 6,6 minutes et par un epaulement correspondant a un 
temps de retention de 6,1 minutes, qui temoigne de la presence 

20 d*un constituant dont le poids mol§culaire se situe vers 7-200 
dans le systeme de rSfgrence considSrg. 

Les mesures ont §t€ faites par gel-perm§ation (I l f aide 
d f un chromatographe SPECTRAPHYSICS 3500), sur des colonnes 
(250 x 9 mm) garnies de silice de granulomStrie 10-100 microns, 

25 notamraent celles commercialisSes sous la designation LICHROPHOS- 
PHER, de solutions de ces fractions dans un tampon Na 2 S0^ 0,02 M, 
^ raison de 1,3 mg de matiire mucopolysaccharidique/ml (volume 
initialeraent d€pose sur la colonne : 50. yl ) et sous un d§bit 
dilution de 3 ml/minute. La detection des matidres a §te faite 

30 par spectrophotometrie UV (200 my). 

Des fractions mucopolysaccharidiques conformes a l'in- 
vention sont done encore celles qui, dans un systdme de gel- 
permiation sur des colonnes garnies de silice a granulom§trie 
de 10-100 microns, de 250 mm de hauteur et de 9 mm de diametre, 

35 sont caract€ris§es par un temps de retention de l'ordre de 5,7 S 
7,5, notamment de 6,6 a 7,0 minutes dans une telle colonne, lors- 
que 50 pi d'une solution de 1,3 mg/ml de ces fractions dans un 
tampon Na 2 S0^ 0,02 M, ayant ete places sur cette colonne, I'on 
proedde ensuite 5 l f €lution desdites fractions sous un debit de 

40 3 ml/minute. 
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PRODUIT 


Temps de retentior 
(minutes) 


Poids molSciilaires 
relatifs aux 
polystyrenes 


P19UHHPj A j 


7,0 


c . ouu 


Pl^HHP^ 


6,9 


2.900 


; P194HHP (C) 


6,8 


3.300 


. P19*HHP (p) 


6,6 


4.100 


41 


6,1* 


7.200* 


. polystyr&ne- 
sulfonate (1) 


6,6 


H.000 


(2) 




6.500 


(3) 


5,4 


16.000 


(4) 


*.7 


31-000 



gpaulement 

2o L f invention permet done d'obtenir des fractions muco- 

polysaccharidiques I haute activite* anti-Xa et prgsentant H 
l'Sgard du facteur Xa une selectivity" remarquable dans le cadre 
des reactions enzymatiques successives qui caract#risent les 
processus de coagulation. 

25 Cette activit§ et cette s§lectivit§ remarquables sont 

encore illustries par les resultats des essais pharmacologiques 
exposes ci-aprds, lesquels ont 6t§ realises avec la fraction 
P188CH, obtenue apres transformation de la fraction P194HHC de 
l'exemple II, encore sous forme de sel de sodium, en la forme de 

30 sel de calcium, par le proc§d§ rappele" plus haut. 

Ces resultats sont illustr§s par les courbes des 
fig. 2 § 7, lesquelles visent toutes I faire apparaitre les 
effets anticoagulants compar§s de la fraction mucopolysacchari- 
dique del 1 invention, d'une part, et d'une h§parine classique 

35 (170 unit§s USP/mg), d' autre part. 

Les courbes des fig. 2 a 5 correspondent §1 l 1 etude 
de la variation observee in vitro des temps de coagulation induits 
dans des plasmas sanguins humains par des doses croissantes d'une 
heparine classique, d'une part, et de la fraction P188CH, d'autre 

il 0 part (les essais correspondant aux fig. 4 et 5 ayant §te realises sur des 
plasmas exempts de plaquettes et par consequent appauvris en facteur XI). 
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Les fig. 6 et 7 concement des resultats compares obtenus 
in vivo chez le lapin, avec la meme fraction P188CH (fig. 6) 
et I'heparine de reference (fig. 7) (moyenne des resultats obtenus 
sur des groupes de 5 lapins). Chacun des lapins avai't regu 500 unites 
5 Yin-Wessler par kg de la composition I tester. 

Concernant tout d f abord les fig. 2 S 5> elles font appa- 
raitre les variations des temps (en secondes) : 

- de thrombine (fig. 2), 

- de cgphaline-kaolin (fig. 3), 

10 - de coagulation en presence de thromboplastine concentree (fig. 1 !) 
et de thromboplastine dilute (fig. 5), 
respectivement induites par les preparations etudiees, 2i savoir la 
fraction mucopolysaccharidique (courbes a^, a 2 , a^ et a^) et l'he- 
parine de reference (courbes b^, b 2 , b^ et b^) en fonction des 

15 doses utilisees respectives, toutes exprim^es en unites USP/ml. 

Les temps de thrombine et les temps de c6phaline-kaolin 
constituent tous deux des types de mesure refletant plutot I 1 action 
des preparations etudiees sur respectivement 1* inhibition du fac- 
teur II active et la coagulation globale. Les courbes des fig. 2 et 

20 3 font £ cet egard apparaitre clairement que la fraction mucopoly- 
saccharidique selon l 1 invention exerce un effet nettement plus re- 
duit que celui de I'hSparine de coraparaison sur 1» inhibition de 
1 9 activation de la prothrombine et au niveau de la coagulation 
globale. Par contre, les fig- 4 et 5, qui sont representatives de 

25 phSnomenes plus directement lies S la sequence des reactions enzy- 
matiques, caractgristiques de la coagulation ex^rinseque (notam- 
ment en la relative absence du facteur Ila), font apparaitre un 
net avantage de la fraction mucopolysaccharidique de I 1 invention 
vis-S-vis de l f h€parine de reference. La premiere entraine en 

30 effet dans ces conditions une coagulation plus retardee de l'echan- 
tillon sanguin. 

Dans la fig. 6 , on a repr§sent§ les variations des activi- 
tes mesur^es chez le lapin ayant regu 500 unites Yin-Wessler de la 
fraction mucopolysaccharidique de 1* invention, en fonction du temps, 
35 exprime en heures. Pour 1* appreciation de ces activites, on a eu 
recours 5 la variation des titres Yin-Wessler (courbe YW^) et des 

titres en temps de cephaline-kaolin (courbe TCK^) (Ul/ml de plasma). 

Les memes mesures ont ete effectuees avec l'heparine 
de reference. Les variations correspondantes des activites etu- 
HO diees sont illustrees par les courbes YW g et TCKg de la fig. 7* 

Si l'on examine la fig. 6, on constate que 1 'admi- 
nistration de 500 unites Yin-Wessler du mucopolysaccharide selon 
l f invention provoque une activite anti-Xa important e, compare 
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a l'effet de coagulability globale, exprimee en unites TCK, qui 
reste relativement faible. On note par exemple qu'5 la deuxiSme 
heure, l'activite Yin-Wessler est de 0,85 Ul/ml, alors que l'activite TCK n f est 
que de 0,15 Ul/ml. Par contre, 500 unites Yin-Wessler/ml de l'heparine de refe- 
5 rence induisent une action exprimee par les titres TCK, nettement plus inportante 
relativement a l'activite* anti-Xa mesurable par le titre Yin- 
Wessler. En particulier, on note qu'3 la deuxieme heure, l'acti- . 
vite anti-Xa correspond a 0,55 Ul/ml, et que l'activite anti- 
coagulante globale, TCK, n'est plus que de 0,38 Ul/ml. L'ecart 

10 entre les deux titres est done beaucoup moins important que dans 
le cas du mucopolysaccharide selon 1 'invention. Le rapport du 
titre Yin-Wessler au titre TCK passe done d'une valeur infgrieure 
3 2 pour l'heparine de reference S une valeur supe>ieure & 5 pour 
la fraction mucopolysaccharide de 1' invention. 

15 Les essais in vitro et in vivo sont done tous deux 

dans le sens d r une action de la fraction mucopolysaccharidique 
de I 1 invention nettement plus selective, notamment au niveau de 
I'inhibition du facteur Xa, que celle de l'heparine de ref§r«nce. 

Les fractionsmucopolysaccharidiques selon 1* invention 

20 sont atoxiques L' administration de 10.000 Ul/kg (titre Yin- 
Wessler), soit de 100 mg/kg de Pl88CH,n'entraine chez le lapin 
aucune reaction toxique et aucun effet pyrogdne dans le test de 
pyrogenicite sur le lapin conforme S la Pharmacop£e francaise. 

L' invention concerne done plus particulierement des 

25 fractions mucopolysaccharidiques du type qui vient d'etre dScrit, 
ayant notamment une activity d'au moins 40, de preference au 
moins 50, et meme de facon plus avantageuse encore d'au moins 
100 Ul/mg (titre Yin-Wessler). Elle concerne egalement les prepa- 
rations pharmaceutiques, ayant des activit§s semblables, exemptes 

30 de substances pyrogenes, et en association avec des excipi^nts 
pharmaceutiques. Elle concerne en particulier des solutions con- 
centrees de ces fractions, injectables, st§riles, utilisables en 
therapeutique pour le controle de la coagulation sanguine, solu- 
tions cohtenant de 1.000 £ 100.000 UI (Yin-Wessler )/ml de la 

35 fraction mucopolysaccharidique, de preference de 5.000 k 50.000, 
par exemple de 25-000 Ul/ml, lorsque ces solutions sont desti- 
nees 5 l'injection sous-cutanee ou contenant encore par exemple 
de 500 £ 10.000, par exemple 5.000 unites Ul/ml de la fraction 
mucopolysaccharidique, lorsqu'elles sont destinies S l'injection 

JJO intraveineuse ou & la perfusion. 

La fraction mucopolysaccharidique selon l 1 invention 
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est avantageusement sous forme de sel d'au moins un mgtal physio- 
logiquement acceptable, tel que le sodium et/ou le calcium. Avanta- 
geusement, ces proportions pharmaceutiques sont presentees sous 
forme de seringues 5 n'utiliser qu'une fois, pretes 3. l'emploi au 
moment appropri§. 

Les compositions selon 1* invention sont particuli£re- 
ment adapt§es au controle (preventif ou curat if ) de la coagulation 
sanguine chez l'homme ou l f animal, notamment dans ceux des cas oft 
l'hote est soumis I des risques d 'hypercoagulability, plus parti- 
culi§rement ceux r§sultant d'une perturbation de la phase extrin- 
s§que susdite, par exemple comme consequence d'une liberation par 
l'organisme de thromboplastine, par exemple.de thromboplastine tis- 
sulaire (interventions chirurgicales, processus ath§rcmateux, develcppement 

de tumeurs, perturbations des m§canismes de la coagulation pair des 
activateurs bactiriens ou enzyraatiques, etc.)- Dans le seul but 
d'illustrer l 1 invention, et sans que l f on puisse y trouver de cause 
5 limiter la protection de 1* invention, on indiquera ci-apr£s, a 
titre d 'exemple, une posologie susceptible d'etre utilisee chez 
l'homme : elle comprend par exemple 1' administration au patient de 
1.000 a 25.000 UI par voie sous-cutan£e, deux 5 trois fois par jour, 
selon le niveau des risques d'hypercoagulation ou l'€tat thrombo- 
tique du patient, ou de 1.000 a 25.000 UI par 2*1 heures par voie 
intra veineuse, en administration discontinue & intervalles rllgu- 
liers ou de fagon continue par perfusion, ou encore de 1.000 £ 
25.000 UI (trois fois par semaine) par voie int ramus culaire 
(titresexprim&en UI Yin-Wessler) . Les doses devront naturellement, 
chez chaque patient, etre ajustges selon les r§sultats des analyses 
sanguines prSalablement effectu£es, de la nature de 1 'affection 
dont le patient souffre et, d'une fa$on g£n§rale, de son Stat de 
sant§, comme cela est bien connu. 

L'invention concerne egalement encore 1 'application 
des mucopolysaccharides selon l'invention S la constitution de 
reactifs biologiques utilisables au laboratoire, notamment 5 titre 
de reference de comparaison pour l'§tude d'autres produits dont 
est testae 1 'activity anticoagulante, notamment au niveau de 
1' inhibition du facteur Xa. 

Comme il va de soi et comme il r§sulte d'ailleurs 
deja de ce qui pr§cdde, l'invention ne se limite nullement & ceux 
de ses modes d' application et de realisation qui ont 6te plus spe- 
cialement envisages ; elle en embrasse au contraire toutes les 
variantes, en particulier celles dans lesquelles le milieu hydro- 
alcoolique d' extraction sus-defini est forme par un melange d'eau 
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et d'un alcool autre que l'ethanol, par exemple un alcool alipha- 
tique ou aromatique, de preference un alcool aliphatique satur§, 
cyclique ou acyclique, tel que des alcools primaires comportant de 
15 6 atomes de carbone, etant naturellement entendu qu'il convi^nt 
dans chaque cas de determiner, par de simples operations de rou- 
tine, les proportions eau/alcool du milieu qui conduisent & une 
extraction d'une fraction mucopolysaccharidique equivalente £ 
celle qui est obtenue avec un melange eau-§thanol 55-6l°GL. 



19 



2440376 



RE VENDI CATIONS 

1 - Fraction mueopolysaccharidique susceptible d'etre obte- 
nue & partir de l f heparine ou de fractions comportant des consti- 
tuants he*pariniques de poids moleculaires de 2.000 S 50.000, tels 
qu'ils sont susceptibles d'etre obtenus par extraction S partir 

5 de tissus de mammifSres, cette fraction etant caracterisee en ce 
qu'elle est soluble dans un milieu hydro-alcoolique (cau-ethanol) 
ayant un titre de 55-6 1°GL, en ce qu'elle tend & 1 'insolubility 
dans un milieu eau-ethanol ayant une teneur en alcool plus eievee, 
en ce qu'elle est insoluble dans 1' alcool pur, et en ce qu'elle 
10 pre*sente un titre Yin-Wessler et un titre USP qui sont respective- 
ment dans un rapport au moins egal & 2, notamment d'au raoins 3, de 
preference superieur a 6, 

2 - Fraction mueopolysaccharidique selon la revendication 1, 
caracterisee en ce que le rapport de son titre Yin-Wessler S son 

!5 titre USP est superieur 3. 10, voire meme a 16. 

3 - Fraction mueopolysaccharidique selon la revendication 1 
ou la revendication 2, caracterisSe en ce qu'elle est essentielle- 
ment formee de constituants dont les poids moleculaires sont infe- 
rieurs 5 10.000, 

20 " Fraction mueopolysaccharidique selon la revendication 3, 

caracterisee en ce qu'elle est essentiellement formee de consti- 
tuants dont les poids moleculaires sont compris entre environ 
2.000 et environ 8.000. 

5 - Fraction mueopolysaccharidique selon l'une quelconque des 

25 revendications 1 I k , caracterisee en ce que dans une operation de 
gel-filtration sur colonne de gel de polyacrylamide et d' agarose, 
sous forme de perles, du type commercialise sous la designation 
ULTROGEL AcA elle passe aprSs eiution d'un volume de 2,5 litres, 
volume mort non compris, lorsque la gel-filtration est conduite, 

30 sous un debit de 200 ml/heure, dans une colonne ayant un diamfctre 
de 100 mm et une hauteur de 1 m et lorsque la concentration en mu- 
copolysaccharide et le volume de la solution placee sur la colonne 
ont ete respectivement de 50 mg/ml et 37,5 ml, I'essentiel de cette 
fraction etant notamment contenu dans les 1,5 litres d'eluat qui 
passent ensuite. 

35 6 - Fraction mueopolysaccharidique selon l'une quelconque des revendi- 

cations! ^ 5, caracterisee en ce qu'elle est constituee par celle qui, dans un 
systdme de gel-permeation sur des colonnes garnies de si lice a gra- 
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nulometrie de 10-100 microns, de 250 mm de hauteur et de 9 mm de 
diametre, est caracterisee par un temps de retention de l f ordre de 
5,7 2 7,5, .notamment de 6,6 a 7,0 minutes dans une telle colonne, 
lorsque 50 ul d'une solution de 1,3 mg/ml de dette fraction dans un 
5 tampon Na 2 S0j^ 0,02 M, ayant £t§ plac§s sur cette colonne, l f on 
procede ensuite S l'glution de ladite fraction sous un d€bit de 
3 ml/minute. 

7 - Fraction mucopolysaccharidique selon l'une quelconque des revendi- 
cations 15 6, caracterisee par des rapports de titres Yin-Wessler/USP excedant 

10 10, notamment de l'ordre de 13-16, et ayant des titres Yin-Wessler 
sup#rieurs 3 130, notamment de 135-160 unit6s/mg. 

8 - Fraction mucopolysaccharidique selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 7, caracterisee en ce que ses constituants sont a 
1'6 tat de sels d'au moins un m§tal physiologiquement acceptable, 

15 tel que le sodium ou le calcium. 

9 - Proc£d§ d'obtention d'une fraction mucopolysaccharidique 
ayant des titres Yin-Wessler et USP dans un rapport sup§rieur 1 2, 
notamment S3, caract§ris§ par : 

- la mise en suspension dans un milieu hydro-alcoolique du type 
20 eau-ethanol, ayant un titre compris entre environ 55 et environ 

6l°GL, de preference de l'ordre de 58° GL, d'une raatiere & base 
d ! he])arine ou de constituants h§pariniques dont les poids moie- 
culaires s'etagent notamment de 2.000 3 50.000, cette matidre 
ayant une teneur riduite en sels min^raux, de preference infe- 
25 rieure 5 1 % en poids, 

- la separation de la fraction insoluble et la recuperation de la 
solution contenant la* fraction mucopolysaccharidique dissoute, 
dont elle peut a son tour etre separee, notamment par precipita- 
tion alcoolique, I partir du susdit milieu hydro-alcoolique. 

30 io - Procede selon la revendication 9, caract§ris# par une 

etape de f ractionnement suppiementaire de la fraction mucopolysac- 
charidique prealablement recuperee £ partir du susdit milieu hydro- 
alcoolique et remise en solution dans l'eau, etape qui consiste & 
a j outer 3 cette solution aqueuse de 1 i 2 volumes d'ethanol et de 

35 io £ 100 g/1 de chlorure de sodium et 5 recueillir, d'une part, le 
pr§cipit§ forme egalement actif et, d' autre part, le contenu res- 
tant dissous dans le surnageant, notamment par une nouvelle preci- 
pitation alcoolique, et qui constitue un produit de fractionnement 
dont les titres Yin-Wessler et USP respect ivement sont dans un 

ijQ rapport encore plus eleve que celui relatif I la fraction initiale, 
notamment passent d'une valeur de l'ordre de 3 2 une valeur de 
l'ordre de 6 3 8. 
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11 - Proe§de* selon la revendication 9 ou la revindication 10, 
caract§rise en ce que la fraction mucopoiysaccharidique obtenue est 
soumise 3 une gel-filtration, notamment sur gel de polyacrylamide 
et d 'agarose, sous forme de perles, connu sous la designation cannerciale 

5 ULTROGEL AcA 44, dont la zone de fractionnement effectif se situe 
entre des poids moleculaires effectif s de 4.000 a 60.000 (pour les 
molecules liniaires). 

12 - Fraction mucopoiysaccharidique pr§sentant les caractg- 
ristiques physiques, chimiques et biologiques de celle obtenue par 

10 la mise en oeuvre du procedg selon I 1 une quelconque des revendica- 
tions 9 a 11. 

13 Composition pharmaceutique, notamment pour le controle 
de la coagulation, dont le principe actif est constitug par la 
fraction mucopoiysaccharidique selon l f une quelconque des revendi- 

15 cations 1 a 8 et 12. 

14 - Composition selon la revendication 13, caracterisee en 
ce qu»elle se pre"sente sous la forme d f une solution concentr6e de 
cette fraction, injectable, sterile, utilisable en th§rapeutique, 
pour le controle de la coagulation sanguine, solution contenaht de 

20 1.000 a 100.000 UI (Yin-Wessler)/ml de la fraction mucopolysaccha-" 
ridique, de prSfSrence de 5.000 a 50.000, par exemple de 
25.000 Ul/ral, lorsque ces solutions sont destinies a l'injection 
sous-cutan§e,ou contenant encore par exemple de 500 a 10.000, par 
exemple 5.000 unites Ul/ml de la fraction mucopoiysaccharidique, 

25 lorsqu f elle est destinee a l» injection intraveineuse ou a la per- 
fusion. 

15 - Reactif biologique constitue par la fraction mucopoiy- 
saccharidique de l'une quelconque des revendications 1 a 8 et 12. 
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